A Estrutura Tridimensibnal das Proteinas

Aminoacidos ligados formam uma cadeia protéica (polipeptidica). As unidades de repeticao sdo planos de
amida que contém ligagdes peptidicas. Esses planos de amida podem girar em torno de seus atomos de
carbono de modo a criar as conformacges tridimensionais de proteinas. Ha mais de 50 anos, Linus Pauling
previu que os aminoécidos ligados poderiam formar uma a-hélice. Anos depois, sua previsdo foi confirmada
quahdo se descobriu que a mioglobina, uma proteina ligante de oxigénio, era formada pelas o-hélices de
Pauling. Esse tipo de dobramento local da cadeia protéica é chamado de estrutura secundaria, com a
sequiéncia linear sendo a estrutura primdria. A conformacdo de uma cadeia protéica completa é a sua estru-

tura terciaria. A mioglobina, uma molécula que se liga fortemente _ao oxigénio, tem uma Unica cadeia protéica. ;

A hemoglobina, uma proteina com_quatro subunidades tipo mioglobina combinadas, tem uma estrutura
quaternaria. Isso permite que ela mude da conformacao oxi, em que'se liga ao oxigénio nos pulmaoes, para
a forma desoxi, quando libera o oxigénio para os tecidos em atividade. A descoberta das relagdes entre
estrutura e fungdo na hemoglobina levou & compreensdo do modo como as enzimas complexas com muilti-

plas subunidades regulam as vias metabdlicas.

Pm Como a Estrutura das Proteinas Determina Sua Funcio?

Miveis de Estrutura das Eroteinas ;

Proteinas biologicamente afivas sio polimeros que consistem em aminoécidos unidos por ligacées pep-
tidicas covalentes. Varias conformacédes diferentes (estruturas tridimensionais) sdo possiveis para uma
molécula tao grande quanto a proteina. Dessas diversas estruturas, poucas t&m atividade biolégica — estas
a0 _chamadas de conformacées nativas. Muitas pfnétéi.nés.nﬁo tém estrutura repetitiva regular 6bvia.
Como conseqiiéncia disso, elas sio freqiientemente descritas como tendo grandes segmentos de “estru-
tura aleatoria” (também chamada de espiral aleatéria). O termo “aleatério”, na vefdade, ¢ inadequado, ji
que a mesma estrutura € encontrada na conformacio nativa de todas as moléculas de uma determinada
Proteina e essa conformacdo é necessaria para seu funcionamento correto. Devido a essa complexidade,
as proteinas sdo definidas em quatro niveis de estrutura.
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esirutura supersecundaria.

A estrutura pmnanae a ordem na qual os aminodcidos sio ligados de forma covalente. O peptideo
ly~Thr-Val-z g-Asp-His (lembre que o aminodcido N-terminal & sempre representado como

""--Sehdd-b"ipi;imé'irb"'ﬁ':e'sq:u_é_rda) tem uma estrutura primdria diferente da do peptideo Val-His-Asp—-

Leu~Gly-Arg-Thr, embora ambos tenham o mesmo niimero € os mesmos tipos de aminodcidos. Observe
que a ordem de aminodcidos pode ser escrita em uma linha, A estrutura primarig € a primeira etapa uni-
dimensional na especificaciio da estrutura tridimensional de uma proteina, Alguns bioquimicos definem
a estruturampriméria incluindo todas as interagdes covalentes, inclusive as ligacoes dissulfeto que podem

ser formadas pela cisteina. No entanio, consideraremos as ligacSes dissulfeto como parte da estrutura ter-
claria, que sera descrita posteriormente. - Jare do. By

Dois aspectos tridimensionais de uma finica cadeia polipeptidica, chamadas estruturas secundaria

e tercidria, podem ser considerados separadamente. A estrutura secundiria é o arranjo espacial dos
atomos do esqueleto peptidico. As disposigées de o-hélice e de folha f pregueada sio dois tipos dife-
rentes de estrutura secundaria. As estruturas secundarias tém interacbes repetitivas resultantes da
ponte de hidrogénio entre a amida N-H ¢ os grupos carbonila do esqueleto peptidico. As confor-
Anacdes das cadeias laterais de aminodcidos nio fazem parte da estrutura secundaria. Em muitas protei-
nas, o dobramento de partes da cadeia pode ocorrer independentemente do dobramento de outras

partes. ‘Tais porcdes de proteinas enoveladas independentemente sio chamadas de dominios ou de
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A estrutura terci4ria inclui o arranjo tridimensional de todos os dtomos da proteina, inclusive nas

) cadeias laterais ou em qualquer grupo prostético (grupos de dtomos que nao sao aminoicidos).
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Uma proteina pode consistir em multiplas cadeias polipeptidicas
chamadas de subunidades. O arranjo de uma subunidade com relacio
as outras ¢ a estrutura quaternéria. A interagio entre as subunidades é
mediada por interacdes nio-covalentes, como pontes de hidrogénio,
atracoes eletrostiticas e interagdes hidrofébicas.

Discuriremos a estrutura secundivia
mais detalhadamente pa Secdo 4.3, o
st forciivia na Secllo 4.5 ¢ a
estratura quaterniria va Secio 4.7,
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4.2 | O que E a Estrutura Primaria das Proteinas? ... SR NP IN S IR |

-proteina deterniin idindens
m cada proteina, a estrutura tridimensional cor-

reta € necessaria para o seu funcionamento perfeito.

Urna das demonstracées mais impressionantes da importancia da estrutura primaria € encontrada na
hemoglobina associada 3 anemia Jalaforme. Nessa doenca genética, as hemacias nio conseguem ligar o
oxigénio de forma eficiente e também assumemn um formato caracteristico de foice, o que da 4 moléstia

seu nome. As células falciformes tendem a se prender em pequenos vasos sanglineos, cortando a circu-

lacio e, assim, danificando 6rgios. Essas conseqéncias drésticas derivam da troca de um residuo de
aminodacido na seqliéncia da estrutura primdria. '

Diversas pesquisas estdo sendo conduzidas para determinar os efeitos que as mudancas na estrutura
priméria exercem nas funcdes de proteinas. Utilizando técnicas de ‘biologia molecular, ¢omo a mutagé-
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Proteinas Completas e Nutricio

Uma proteina completa é aquela que fornece todos os
aminodcidos essenciais (Secio 23.5, Volume 3) em quan-
tias adequadas para a sobrevivéncia humana. Fsses ami-
noicidos ndo podem ser sintetizados pelos seres humanos,
mas $i0 necessirios para a biossintese de proteinas, A
lisina € 2 metionina sio dois aminoacidos essenciais pouco
encontrados nas protefnas vegetais.

="/ Como os graos de arroz e de milho normalmente sio
‘pobres em lisina, e o feijdo normalmente & pobre em
metionina, os vegetarianos correm o risco de desnutricio,
a Nao ser que consumam grios e feijdo juntos. Isso leva ao
conceito de  proteinas  complementares, misturas que
fornecem todos os aminoédcidos essenciais — por exemplo,
milho e fetjao no succotask, ou um burrito de feijao feito
com tortilia de milho. Veja a seguir as quantias alimentares
especificas recomendadas para homens adultos. As mu-
lheres adultas que nio sejam gestantes ou lactantes pre-
cisam de 20% menos que as quantias indicadas para os
homens adultos,

RDA RDA
Arg* Desconhecida et 0,70 g
His* Desconhecida Phe 1,12 g (inclui Tyr)
Ile 0.84¢g Thr 0,56 g
Leu Li2g Tip 021g
Lys 084¢ Val 0,96 g

:*Ainclusio de His e Arg ¢ controversa. Elas parecem ser necessirias ape-
nas em criangas em fase de crescimento e para a recuperagiio de tecidos
danificados. A Arg & necessdria para manter a fertilidade nos homens.

A rardo de eficiéncia protéica (REP) descreve quao bem uma
proteina fornece aminodcidos essenciais, Esse parimetro &
Giil para decidir quanto de um alimento vocé precisa
comer. A maioria das mulheres niogestantes e em idade
universitiria necessita de 46 g de proteina completa, en-
quanto os homens necessitam de 58 g por dia. Se alguém
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escolher apenas uma nicy fonte de proteina para a dieta,

talvez a melhor escolha sejam os ovos, pois eles contém
proteinas de alta qualidade. Para uma mulher, a necess-
dade de 46 g de proteina completa pode ser suprida com
300 g de ovos, ou cerca de quatro ovos extragrandes
inteiros, Para um homem, 85 g de ovos, ou pouco mais
de cinco ovos, sériam suficientes. A mesma exigéncia pode
ser atendida com um bife magro de boi, mas seriam
necessarios 346 g para uma mulher (ou 431 g para um
homem), pois o bife tem REP menor. Se uma pessoa
comesse apenas milho, seriam necessdrios 1.600 g/dia
para as mulheres € 2.000 g/dia para os homens (1.600 g
equivalem a praticamente 160 espigas por dia). No
entanto, se vocé simplesmente combinar uma pequena
quantia de feijio ou de ervilhas com o milho, ir4 comple-
mentar a baixa quantidade de lisina do milho, e a pro-
teina fica completa. Isso pode ser feito facilmente -com
porgdes normais de alimentos.

Proteina REP % de Proteina

Ovo inteiro 100 15

Misculo bovino 84 16

Leite de vaca 66 4 {principalmente H,0)
Amendoim 45 28

Milho 32 9

Trigo 26 12

Na tentativa de aumentar o valor nutricional de algu-
mas piant_as cultivadas como alimento para o gado, os
cientistas tém utilizado técnicas genéticas para desenvolver
tipos de milho que contenham muito mais lisina que 0
mitho selvagem. Isso se provou eficaz com maiores taxas
de crescimento em porcos. Diversas culturas vegetais estio
sendo produzidas usando-se a bioteenologia para aumen-

ctar sua vida atil, reduzir desperdicios e fornecer defesa

contra insetos. Hoje, esses alimentos geneticamente modi-
ficados sdo tdpicos de debates e controvérsias.

nese sitio-dirigida (Secao 14.7, Volume 2), ¢

possivel substituir qualquer residuo de amino4cido en1 uma

proteina por outro residuo de aminoécic@o especifico. 'A conformacio da proteina alterada, as_sim"como

sua atividade biolégica podem,
dos vio de efeitos irrisérios até
duo aiterado.

entdo, ser determinadas. Os resultados de tais substituicbes de’ aminoaci-
a perda total de atividade, dependendo da proteina e da natureza do resi-

A determinaciio da seqiiéncia de aminoicidos em uma proteina € uma operacdo rotineira, mas nido

trivial, na bioquimica classica. Ela & feita em diversas

para se obter resuitados precisos (Se¢io 5.4).

etapas, que devem ser executadas cuidadosamente

O quadro Conexdes Bioquimicas acima descreve um aspecto pratico importante da composigio de
aminodcidos das proteinas. Essa propriedade pode variar bastante, dependendo da fonte da proteina
(vegetal ou animal}, com conseqiiéncias importantes para a nutricio humana,
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4.3 | 0 que E a Estrutura Secundaria das Proteinas?

:

A estrutura secundiria das protefnas & o arranjo das pontes de hidrogénio do esqueleto protéico, a cadeia
polipeptidica. A natureza das ligagées no esqueleto protéico tem um papel importante aqui. Dentro de
cada restduo de aminodcido hi duas ligagdes com rotagio razoavelmente livre. Elas sio (1) a ligacdo
entre o carbono « e o nitrogénio do grupamento amina desse residuo ¢ (2) a ligagio entre o carbono o
e o carbono da carboxila do mesmo residuo. A combinag:éo do grupo peptidico planar com as duas li-
gagoes de rotacdo livre tem implicacbes importantes para as conformagcdes tridimensionais de peptideos e
proteinas. O esqueleto da cadeta peptidica pode sér visualizado como uma série de cartas de baralho,
cada uma representando um grupo peptidico planar. As cartas sdo ligadas em cantos opostos por
dobradicas, representando as ligacées em torno das quais hd uma liberdade consideravel de rotacio
(Figura 4.1). As cadeias laterais também possuem papel essencial na determinacio do formato tridimen-
sional de uma proteina, mas apenas o seu esqueleto é considerado na estrutura secundaria. Os angulos
¢ (fi) e Y (psi), freqlientemente chamados de 4ngulos de Ramachandran (em homenagem a G. N.
Ramachandran, que os descreveu), sdo utilizados para designar as rotagdes em torno das ligacoes C-N e
C-C, respectivamente. A conformagio de um esqueleto protéico pode ser descrita pela especificacio dos
valores de ¢ e U para cada residuo (~180° a 180°). Dois tipos de estruturas secunddrias que ocorrem fre-
qlenternente nas proteinas sdo as estrituras de o-hélice e folha B pregueada (ou folha B) mantidas por
pontes de hidrogénio.

Estruturas Periddicas dos Esqueletos Protéicos

A o-hélice e a folha B pregueada sfo estruturas periddicas — suas caracteristicas se repetem 2 intervalos re-
gulares. A o-hélice € parecida com uma vareta e enyolve apenas uma cadeia polipeptidica, A estrutura da
folha p pregueada pode dar uma formacio bidimensional e envolver uma ou mais cadeias polipeptidicas.

_ | Dois dos motlvos estruturals mais importantes das '
D ' protemas sao a a- hehce ea folha ﬁ pregueada

Plano
da amida

Carbono o

< FIGURA 4.1 Definigio dos dngulos que
determinam a configuracio de uma cadeia
polipeptidica. Os grupos peptidicos planares

Grupo lateral rigidos {chamados de “cartas de baralho” no

| texto) estdo sombreados. O dngulo dé rotagdo

em torno da ligagdo C™-N é chamada de (ﬁ) (fi},
e o ingulo de rotagio em torno da ligagio C°-C
€ chamado de Y (psi). Essas duas ligacées sio
aqueias em torno das quais hi liberdade de
rotacio. (Mustragdo por Frving Geis. Dirgitos de
propriedade do Howard Hughes Medical Institute.
Nao pode ser reproduzida sem antorizagio.)

Plano da amida

¢ = 180°, 1 =180°
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. A o-hélice é estabilizada por pontes de hidrogénio paralelas ao eixo da hélice no interior do esqueleto de

uma tnica cadeia polipeptidica. Contando a partir da extremidade N-terminal, o grupo C-O de cada resi-
duo de aminodcido ests ligado por hidrogénio a0 grupo N-H do aminoacido colocado a quatro residuos
de distincia adiante na seqiéncia linear formada por ligagbes covalentes, A conformacio helicoidal per-
mite um arranjo linear dos adtomos envolvidos nas pontes de hidrogénio, o que di a elas o maximo de
forca e, assim, torna a conformacdo helicoidal bastante estivel (Se¢ao 2.2). Ha 3,6 residuos para cada
volta da hélice, e o seu passe (distdncia linear entre pontos correspondentes em voltas sucessivas) é de 5,4 A
(Figura 4.2).

g s ——Ligacio H
Uma =
volla <
da
hélice
3,6 restduos
y por volta;
(N i 3,4 A {passo)
Grupo
lateral
. Carbonoe a
Pontes de hidrogénio A hélice pode ser visualizada como uma
estabilizam a estrutura da hélice. formacdo empilhada de ptanos de peptideo
ligados aos carbonos o ¢ bem paralelos 4 hélice.
@ E

(b)

A FIGURA 4.2 A o-hélice. (a) Da esquerda paraa direita, modelo
?fel:a e vareta da g-hélice, mostrando a terminologia; modelo esfera e

,alszao <om grupos de peptideos planares sombreados; modelo de
volume atdmico da a-hélice gerado em computador; contorno da
.ehc.e, (b) Modelo da proteina hemoglobina, mostrando as regides
elicoidais, (Htustraggo por Irving Geis. Direitos de propriedade do Howard
Ughes Medical Institute. Neo pode ser reproduzida sem avtorizacdo.)

Jans e David Richardson, Dept. de Bioquim., Ouke Medical Genter, NG
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A unidade angstrom, 1 A = 10-8cm = 10-°m, & conveniente para distincias interatdmicas em molécu-
las, mas nao é uma unidade do Sistema Internacional (SI). Os nandémetros (1 nm = 10®°m) e os picéme-
tros (1 pm = 10"1?m) sdo as unidades do SI utilizadas para distincias interatdmicas. Em unidades do SI, o
passo de uma c-hélice € 0,54 nm, ou 540 pm. A Figura 4.3 mostra as estruturas de duas proteinas com
alto grau de contetido de a-hélice.

As proteinas tém quantidades variaveis de estruturas em o-hélice, indo de uma baixa porcentagem a
quase 100%. Muitos fatores podem desestruturar a a-hélice. O aminoacido prolina cria uma curvatura no
esqueleto por causa da sua estrutura ciclica. Ela nio pode acomodarse na o-hélice porque (1) a rotagio
em torno da ligacdo entre o nitrogénio e o carbono a é altamente restrita, e (2) o grupo « amina da pro-
lina ndo pode participar da ponte de hidrogénio intracadeia. Outros fatores localizados envolvendo as
cadeias laterais incluem 2 forte repulsio eletrostitica causada pela proximidade de diversos grupos car-
regados com o mesmo sinal, como grupos de residuos de lisina e arginina carregados positivamente ou
grupos de residuos de aspartato e glutamato carregados negativamente. Qutra possibilidade é o efeito de
densidade (repulsio estérica) causado pela proximidade de diversas cadeias laterais volumosas. Na con-
formacéo em o-hélice, todas as cadeias laterais ficam do lado externo da hélice, ndo ha espaco suficiente
para elas em seu interior. O -c'a'rbono f fica no lado externo da hélice e pode haver maior densidade se
ele estiver ligado a dois dtomos que nao sejam de hidrogénio, como & o caso da valina, da isoleucina e

‘da treonma
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O arranjo de atomos na conformacio da folha  pregueada é muito diferente daquele observado na
a-hélice. O esqueleto peptidico na folha p é quase completamente estendido. As pontes de hidrogénio
podem ser formadas entre diferentes partes de uma mesma cadeia dobrada sobre si propria (ligagdes intra-
cadeia) ou entre diferentes cadeias (ligacdes intercadeia). Se as cadeias peptidicas se estendem na mesma
direcdo (isto €, se estio todas 311nhadas em termos de suas extremidades N-terminal € C-termipal), uma
Jfolha pregucada paralela & formada. Quando cadeias alternadas se estendem em direcoes opostas, uma fo-
lha pregueada antiparalela é formada (Figura 4.4). A ponte de hidrogénio entre as cadeias peptidicas na
folha f§ pregueada origina uma estrutura repetida em ziguezague — por isso o nome “folha pregueada”
(Figura 4.5). Observe que as pontes de hidrogénio sdo perpendiculares 3 direcio da cade1a protéica, e
nao paralelas a ela como na a-hélice.

< FIGURA 4.3 Estrutura .
ridimensional de duas proteinas com
quantias considerdveis de a-hélice em
suas estruturas. As hélices sdo
representadas pelas partes espiraladas
regularmente do diagrama de fita.

A mioemeritrina € uma proteina que
carrega oxigénio nos invertebrados.

_Subunidade da hémoglobiné B B Mioemeritrina
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k)

A FIGURA 4.4 Disposigio das pontes de hidrogénio em folhas § pregueadas (2) paralela e (b) antiparalela.

irreguiaridades em Estruturas Regulares

Qutras estruturas helicoidais sio encontradas nas protemas Elas frequenternente estao presentes em seg-
mentos menores que com a o-hélice e, ds vezes, quebram a naturgza regular desta. A mais comum € a
hélice 3,,, que tem trés residuos por volta € dez Atomos no anel formado ao fazer a ponte de hidrogénio.
Outras hélices comuns sdo chamadas 2; e 4,4;5, seguindo a mesra nomenclatura da hélice 3,4

Uma protuberancxa B é uma irregularidade nao- repetmva comum enceontrada em folhas § antipara
lelas. Ela ocotre entre duas pontes de hidrogénio da estrutura f normal-e envolve dois residuos em uma
fita e um na outra. A Figura 4.6 mostra protuberincias uplcas.

O dobramento protéico requer que os esqueletos. peptidicos e as estruturas secundarias possam
mudar de direcio. Freqiientemente uma volta reversa marca a transi¢ao entre uma estrutura secundéria e
a outra. Por motivos estéricos (espaciais}, a glicina € freqlientemente encontrada em voltas reversas, nas
quais a cadeia polipeptidica muda de dire¢do. O tnico hidrogénio da cadeia lateral evita 0 grupamento
(Figuras 4.7a e 4.7b). Como a estrutura ciclica da prolina tem a geometria correta para uma volta reversa,
esse aminocido também é freqiientemente encontrado em tais voltas (Figura 4.7c).
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< FIGURA 4.5 Forma tridimensional da disposicio de
folha B pregueada antiparalela. As cadeias ndo se dobram
umas sohre as outras, mas estdo em uma conformacio
totalmente estendida. (Hustragdo por Frving Geis. Direitos de
propriedads do Howard Hughes Medical Fnstitule. Ndo pode ser
reproduzida sem autorizacdo.)

Protuberincia clissica ) Protuberincia G-1 Protuberincia ampla

A FIGURA 4.6 Trés diferentes estruturas de protuberancia B. As pontes de hidrogénio sio mostradas como esferas vermelhas.
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A FIGURA 4.7 Estruturas de voltas reversas. As setas indicam as diregées das cadeias polipeptidicas. (a) Volta reversa de tipo 1. No residuo 3,
a cadeia lateral (dourada) fica do Jado externo da alga e qualquer aminoécido pode ocupar essa posi¢io. (b) Uma volta reversa de tipo I1.
A cadeia lateral do residuo $ foi girada 180° em relacio 4 sua posi¢io na volta de tipo I e, agora, estd no interior da al¢a. Apenas a cadeia
lateral de hidrogénio da glicina pode caber no espago disponivel, entio a glicina deve ser o terceiro residuo em uma volta reversa do tipo 1L
{c) O anel de cinco membros da prolina tem a geometria correta para uma volta reversa. Normalmente esse residuo ocorre como o
segundo residuc de uma volia reversa. A volta mostrada agui € do tipo I1, com a glicina como terceiro residuo.

P —

Nationa Archeciogical Museum, Alenas/The Bridgeman Art tibrary International Lid., Londres

A FIGURA 4.8 Diagramas esquemiticos de estruturas supersecundirias. As setas indicam as diregdes das cadeias polipeptidicas.
{2) Uma unidade Baf, {b} uma unidade oo, (c) um meandro B e {d) a chave grega. (e} O motivo de chave grega na estrutura protéica
se assemelha aos padrdes geométricos nesse vaso grego antigo, originando o nome. '

b i A
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Estruturas Supersecundarias e Dominios

A o-hélice, a folha f pregueada e outras estruturas secundérias sao combinadas de diversas formas a
medida que a cadeia polipeptidica de uma proteina dobra sobre si mesma. A combinagdo de fitas o € B
produz diversos tipos de estruturas supersecundérias nas proteinas. A caracteristica mais comum desse
tipo é a unidade fof, na. qual duas fitas paralelas de folha P estio conectadas por um segmento de
o-hélice (Figura 4.82). Uma unidade ac (hélice-volta-hélice) consiste em duas o-hélices antiparalelas
(Figura 4.8b). Em tal arranjo, hd contatos energeticamente favoraveis entre as cadeias laterais nos dois
segmentos da hélice. Em um meandro §, uma folha antiparalela é formada por uma série de voltas rever-
sas muito proximas que conectam segmentos da cadeia polipeptidica (Figura 4.8c). Um outro tipo de
folha antiparalela & formado quando a cadeia polipeptidica se dobra sobre si mesma em um padrio co-
nhecido como chave grega, nomeado como um desenho decorativo encontrado em cerdmica do perfodo
classico (Figura 4.8e). Um muotivo é uma estrutura supersecundéria de repeticio. Alguns dos menoles
motivos sio mostrados na Figura 4.9. Esses pequenos motivos freqitentemente podem ser repetidos e
organizados em motivos maiores. As seqiiéncias protéicas que permitern um meandro B ou uma chave
grega podem ser freqlientemente encontradas organizadas em barril p na estrutura tercidria da proteina
(Figura 4.10). Os motivos s30 importantes e nos dizem muito sobre o dobramento protéico. No entanto,
ndo nos permitem prever nada sobre a funglo biologica das proteinas, pois sdo encontrados em protei-
nas e enzimas com fungdes bastante diferentes.

3

A FIGURA 4.9 Os motivos sio estruturas supersecundérias repetidas, ds vezes chamadas de médulos. (a) Médulo da proteina de controle
do complemento. (b) Médulo da imunoglobulina, (¢) Médulo da fibronectina do tipo I {d) Médulo do fator de crescimento. {€} Madulo
de kringle. Todos eles tém wma estrutura secunddria particutar que € repetida na proteina. (Reimpresso de “Protein Modules”, Trends in’
Biochemical Sciences, v 16, f. 13-17, © 1991, com autorizacdo de Elsevier.)
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o Muitas proteinas com o mesmo tipo de funcéo tém seqiiéncias protéicas semelhantes, Conseqliente-
é“' mente, os dominios com conformacdes similares sio associados i funcio em particular. Muitos tipos de
8 L dominios foram identificados, incluindo trés tipos diferentes pelos quais as proteinas se ligam ao DNA.
e : Além disso, as seqliéncias curtas de polipeptideos dentro de uma proteina orientam a modificacio pos-
’ e ] traducao e a localizacdo subcelular. Por exemplo, muitas seqiiéncias tém um papel na formacio de glico-
1S proteinas (aquelas que contém acicares além da cadeia polipeptidica). Outras seqliéncias especificas
is : indicam que uma proteina deve ser ligada a uma membrana ou secretada da célula, ou marcam uma pro-
- teina para fosforilacio por uma enzima especifica.
e |
BT A Tripla Hélice do Colageno
o |

O colageno, um componente dos ossos e do tecido conjuntivo, é a proteina mais abundante nos verte-

8 brados. Ela € organizada em fibras insoldveis em agua que tém grande resisténcia. Uma fibra de colageno
€ consiste em trés cadeias polipeptidicas envoltas umas nas outras em uma tor¢io parecida com a de uma
€ corda, ou seja, a tripla hélice. Cada uma das trés cadeias tem, dentro de certos limites, uma seqiiéncia
a

repetitiva de trés residuos de aminoscidos, X~Pro-Gly ou X-Hyp-Gly,
» R ocupar a primeira posicio, designada por X.

: A prolina e a hidroxiprolina podem constituir até 30% dos residuos no colageno. A hidroxiprolina &
formada a partir da prolina por uma enzima hidroxilante especifica depois que os aminodcidos sio

em que qualquer aminoacido pode

A ,HGURA 4.10 Algumas organizagdes em barril B. (a) Uma série de meandros § ligados. Essa disposi¢io ocorre na proteina rubredoxina
O Clostridiym pas

teurianuin, {b) O padrio de chave grega ocorre na pré-al

alte . . . Lo
: Madas. Esse aranjo ocofre na triosefosfato isomerase do muscalo de

bumina humana. (c) Um barril p envolvendo unidades Bof
Polipeptidico da (riosefosfa

galinha. (d} Vistas superior e lateral do arranjo do esqueleto
to isomerase. Observe que as porgdes de o-hélice ficam do lado exeerno do barril B.
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unidos. A hidroxilisina também ocorre no colageno. Na seqiiéncia de aminoécidos do coldgeno, cada ter-
ceira posigio deve ser ocupada pela glicina. A tripla hélice é organizada para que cada terceiro residuo
de cada cadeia esteja no interior da hélice. Apenas a glicina & pequena o suficiente para acomodar-se no
espago disponivel (Figura 4.11). : :

As trés cadeias individuais do coldgeno sio hélices diferentes da propria o-hélice. Elas se torcem
uma em volta das outras em um arranjo super-helicoidal para formar uma vareta rigida. Essa molécula
em tripla hélice é chamada de tropocoldgeno, tem 300 nm. (3.000 A) de comprimento e 1,5 nm (15 A) de
dizmetro. As trés fitas sio unidas por pontes de hidrogénio envolvendo os residuos de hidroxiprolina e
hidroxilisina. O peso molecular da formacao em trés fitas é de cerca de 300.000; cada fita contém cerca
de 800 residuos de aminoacidos. No coligeno também ocorrem ligagdes covalentes, tanto intra como
intermoleculares, formadas pelas reacdes de residuos de lisina e histidina. A quantidade de ligagoes
cruzadas em um tecido aumenta com a idade. E por isso que a carne de animais mais velhos & mais dura
que a de animais mais jovens.

O colageno no qual a prolina nio é hidroxilada em niveis adequados a hidroxiprolina é menos
estivel que o colageno normal. Os sintomas do escorbuto, como sangramento nas gengivas e descolo-
racdo da pele, resultam de colageno frigil. A enzima que hidroxila a prolina e, assim, mantém o estado
normal do colageno, requer icido ascérbico (vitamina C) para continuar ativa. Essencialmente, o escor-
buto & causado por uma deficiéncia alimentar em vitamina C. Consulte o quadro Conexdes Bioquimicas
no Capitulo 16 (Volume 3). )

|

C—0O~
.

HN— (IJ—I—I
T
. HO O
CH, \ W\ _
, b CH—CH, C—O
H— (ilmOH 4 C/ \G/
2
CH, N\
N g >

NH, H

Hidroxilisina Hidroxiprolina

A FIGURA 4.1% Poli {Gly-Pro-Pro), uma tripla hélice torcida para a direita semelhante ao coldgeno composta por trés cadeias em hélice
torcida para a esquerda. (Adaptade de Mille, M. H.; Scheraga, H. A. Caloulation of the structures of collagen models. Role of inlerchain interactions

in determining the triple-helical coiled-coil conformations. I. Poly (ghyeyl-prolyl-prolyl). Journal of Polymer Seience Symposium, n. 54, p. 171-200.

© 1976 John Wiley & Sons, Inc. Reimpresso com avdorizagda.)
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Os Dois Tipos de Conformacbes de Proteinas: Fibrasas o Globulares

E dificil tragar uma separagio clara entre as estruturas secundaria e tercidria. A natureza das cadeias la-
terais (parte da estrutura tercidria) em uma proteina pode influenciar o dobramento do esqueleto (a
estrutura sécundéria). A comparagio do coligeno com as fibras de seda e da 13 pode ser esclarecedora.
As fibras de seda consistem, em sua maior parte, em proteina fibroina, que, como o coldgeno, tem estru-
tura fibrosa, mas, a0 contririo dele, é constituida principalmente de folhas B. As fibras de 13 sio feitas, em
grande parte, de proteina queratina, que é basicamente do tipo a-hélice. Os aminoicidos dos guais o
colageno, a fibroina e a queratina sdo compostos determinam a conformacio que as proteinas adotario,
mas todos sio proteinas fibrosas (Figura 4.12a). '

Em outras proteinas, o esqueleto dobra-se sobre si mesmo para produzir uma forma mais ou menos
esférica. Elas sdo chamadas de proteinas globulares (Figura 4.12b), das quais podemos ver muitos exem-
plos. As segées em hélice e de folha pregucada podem ser organizadas de forma a.unir as extremidades
da seqiiéncia préximas uma das outras em trés dimensdes. As proteinas globulares, diferentemente das
fibrosas, sio soliveis em dgua e tém estruturas compactas; suas estruturas terciiria e quaterniria podem
ser bastante complexas.

4.4 | O que Podemos Dizer sobre & Termodinamica do
Dobramento Protéico?

A estrutura primaria de uma proteina — a ordem dos aminodcidos na cadeia polipeptidica — depende da
formacio de ligacdes peptidicas, que sao covalentes, Niveis de estrutura de ordem mais elevada, como a
conformacio do esqueleto (estrutura secundéria) e as pos:igées de todos 0$ Atomos da_ proteina (estrutura
tercidria), dependem de interacées nio-covalentes. ; ; des, a;
et subiinidad .

P

Filamento - Mioglobina, uma proteina globular
{quatro protofilamentos AR
torcidos para a direita)

(a) - , {b)

Charles Grisham - 7=

£ FIGURA 4.12 Comparagio entre os formatos de proteinas fibrosas e globulares. (1) Diagramas esquematicos de uma porcdo de uma
Pproteina fibrosa e de uma proteina globular, (b) Modelo gerado por computador de uma proteina globular. A cadificagdo de cores nesse
modelo ¢ diferente daquela dos modelos de moléculas menores. Os carbonos estio representadas por esferas azul-claras, e as esferas
amarelas representam o enxofre.
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As forgas de estabilizagio nio-covalentes contribuem para que uma determinada proteina adote a estru-
tura mais estivel, aquela com energia mais baixa,

Ha diversos tipos de ponte de hidrogénio em proteinas. A ponte de hidrogénio no esqueleto é um
grande determinante da estrutura secundéria; as

sj que freqiientemente ocorre na superf‘ cie cla molécula, resulta na prox1m1dade entre 2 grupos
Diversas cadeias laterais podem ser complexadas em um {nico fon metdlico (também ha ions metélicos em
alguns grupos prostéticos). 7

Além dessas interagdes ndo-covalentes, as figacdes dissulfeto formam elos covalentes entre as cadeias
laterais de cisteinas. Quando essas ligacoes sao formadas, elas restringem os padroes de dobramento
disponiveis para as cadeias polipeptidicas. Existern métodos de laboratdrio especializados para determi-
nar o numero e as posi¢des de ligacées dissulfeto em uma determinada proteina. Informac¢des sobre os
locais de liga¢oes dissulfeto podem, entao, ser combinadas ao conhecimento da estrutura priméria para
fornecer a estrutura covalente compleia da proteina. Observe a diferenca sutil aqui: a estrutura primaria é a
ordem dos amino4cidos, enquanto a estrutura covalente completa também especifica as posigdes das li-
gagoes dissulfeto (Figura 4.13).

Lembre que, como resultado desse conjunto de forcas estabilizadoras, os residuos que estdo distan-
tes na seqiéncia primaria podem ficar préximos na estrutura tridimensional produzida pelo dobramento
da proteina. Quando uma cadeia polipeptidica se dobra sobre si mesma, ela pode assumir um formato
globular compacto. Uma cadeia polipeptidica diferente (ou a mesma cadeia sob diferentes condicdes)
pode assumir uma forma fibrosa parecida com uma vareta,

A forma mais estivel da proteina é aquela com energia mais baixa, representando uma interagio
complexa entre todas as forcas envolvidas. Muitas dessas for¢as envolvem a formacio de ligacdes, fre-
quentemente a formacao de um grande ndmero de ligagbes fracas e ndo-covalentes. Destas, as interagoes
hidrofébicas sio um caso_especial, pois o conceito de entropia tem um papel importante em sua
:'descrxgao Agora éo momento ideal para ver .com detalhes as interagdes hidrofébicas.

Ceordenacao _Interacfes
por fon metilico hidrofébicas

Ar.'r'agio eletrostitica

Ponte de
hidrogénio
entre cadeias
laterais

Estrutura Estrutura ,f' Ligacao N
heficoidal  de folha S dissulfeto
| .

hY

N

A FIGURA 4.13 Forcas que estabilizam a estrutura tercidria das protemas Observe que a estrutura helicoidal e a de folha sdo dois tipos
de esque]eto mantidos por ponte de hidrogénio. Embora esses esqueletos fagam parte da estrutura secunddria, sua conformacio restringe
os possiveis arranjos das cadeias laterais,

H
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o\
As interacoes hidrofdbicas tém. consequenc1as importantes na b10qu1mth§ Uma grande variedade de
moléculas pode assumir estruturas definidas como resultado de interagdes hidrofébicas. Ja vimos a forma
como as bicamadas de fosfolipideos podem formar tal disposi¢ao. Lembre (Capitulo 2, Secao 2.1) que os
fosfolipideos sdo moléculas que tém cabegas contendo grupos polares e caudas longas apolares de cadeias
de hidrocarbonetos. Essas bicamadas sao menos complexas que uma protel_na dobrada, mas as interacoes
que levam 2 sua formacdo também desempenham um papel essencial no dobramento protéico. Sob
condi¢des adequadas, um arranjo em camada dupla é formado para que os grupos polares de diversas
moléculas entrem em contato com o ambiente aquoso, ao passo que as. caudas apolares ficam em contato
entre si e sio protegidas do amblente aquoso. As bicamadas formarm estruturas tridimensionais chamadas
de lipossomos (Figura 4.14). Tals estruturas sao modelos para membranas ‘bioldgicas, que consistem em
diversas bicamadas com .protel_nas__mserldas nelas. As interagdes entre a bicamada e as proteinas inseridas
também sdo exemplos de interacdes hidrofobicas. A propria _exis_téhcia'_das'membranas depende das inte-
racdes hidrofbbicas, que também'pbssuem um papel essencial no dobramento protéico,

As interagbes hidrofdbicas sao um fator importante no dobramento de proteinas em estruturas tridi-
mensionais especificas necessirias para seu funcionamento como enzimas, transportadoras de oxigénio
ou elementos estruturais. A ordem des aminoacidos (isto &€, a natureza das cadeias laterais) determina

- Interacbes Hidrofébicas: Estudo de L£as0 em Termodinamica

automaticamente a estrutura tridimensional da proteina. Sabese experimentalmente que as proteinas
tendem a se dobrar para que cadeias laterais apolares hidrofébicas fiquem protegidas da 4gua no interior
da proteina, enquanto as cadeias laterais polares hidrofilicas ficam no exterior da molécula e sio acessiveis
ao ambiente aquoso (Figura 4.15). O que torna as intera¢oes hidrofobicas favoraveis?

As interagoes hidrofébicas sao processos espontineos. A entropia do universo aumenta quando elas

acontecem:.

AS, .. >0

EULVErs0

Como exemplo, vamos supor que tentamos misturar o hidrocarboneto liquido hexano (GgH,,) cord dgua
e conseguimos nio uma solucdo, mas um sistema de duas fases, uma de hexano e uma de agua. A for-
magao de uma solugdo mista nao € espontinea, ao passo que a formacdo de duas fases & Uma entropia
desfavoravel aparece se a formacdo da solugao requerer a criagio ordenada de solvente, nesse casb, a
agua (Figura 4.16). As moléculas de dgua que cercam as moléculas apolares podem fazer pontes de
hidrogénio entre si, mas, desse modo, tém menos orientacdes possiveis do que se fossem cercadas por

Compartimento
aguoso interno

b FIGURA 4.14 Diagrama esquematico de um
lipossomo. Essa estrutura tridimensional estd
organizada de forma que as cabecas hidrofilicas dos
lipideos entrem em contate com o ambiente aquose.

As caudas hidrofébicas estio em contato entre si e Superficies
sio mantidas protegidas do ambiente aguoso. hidrofilicas
Caudas

hidrofébicas
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g FIGBRA 4.15 Estrutara tridimen-
sional da proteina citecromo c.

{a} As cadeias laterais hidrofdbicas
(mostradas em vermelho) sio
encontradas no interior da molécula.
(b} As cadeias [aterais hidrofilicas
{mostradas em verde) sao
encontradas na superficie da
molécuta. (Hustragdo por Irving Geis.
Direilos de propriedade do Howard
Hughes Medical Institute. Ndo pode ser
rgproduzida sem aulorizapdo.)

de soluto

4 FIGURA 4.16 Uma “gaiola” de
moléculas de dgua se forma ao redor
de¢ um soluto apolar.

outras moléculas de Agua por todos os lados. Isso introduz uma ordem de nivel mais alto, evitando a dis-
persao de energia, mais parecida com a trelica de gelo do que com a dgua liquida, e, assim, com uma
entropia menor. A redugdo de entropia necessaria € muito grande para que o processo ocorra. Portanto,
substancias apolares nao se dissolvemn na dgua. Ao contrdrio, as moléculas apolares se associam entre si
por interacoes hidrofdbicas ¢ sao excluidas da dgua.

]
i

4.5 | 0 gue E a Estrutura Tercidria das Proteinas?

A estrutura tercidria de uma proteina é o arranjo tridimensional de todos os dtomos na molécula. As con-
formacdes das cadeias laterais € as posicbes de qualquer grupo prostético fazem parte da estrutura ter-
ciaria, assim como a disposicao de se¢des helicoidais e de folha pregueada umas em relacdo as outras. Em

R L
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!

uma proteina fibrosa, que tem a forma geral de uma longa vareta, a estrutura secundaria também fornece
muitas informaces sobre a estrutura tercidria. O esqueleto helicoidal da proteina nio se dobra sobre si
mesmo e o Unico aspecto importante da estrutura terciaria, que nao & espemﬁcado pela estrutura
secundéria, é a dlsposn;ao dos atomos das cadeias laterais. e Sl

Para uma proteina globular, ¢ necessario um namero de 1nformagoes cons1deravelmente ‘maior.
E preciso determinar a forma como as secoes helicoidais e de folha pregueada se dobram sobre si mes-
mas, além das posicdes dos dtomos da cadeia lateral e de qualquer grupo prostético. As mteragoes entre
as cadeias laterais desempenham um papel importante no dobramento protéico. O padrao de dobra—
mento muitas vezes aproxima, na estrutura terciaria da protema nanva remduos que estao separados na
sequiéncia de aminodcidos. L : Rt

Uma proteina ndo exibe necessariamente todas as caracterlsncas estruturms posswels dos txpos que
descrevemos na Secdo 4.4. Por exemplo, nao ha ligagoes dxssulfeto na mlogIobma ena hemoglobma ‘que
sio as proteinas de armazenamento e transporte de 0x1gen10 e exemplos classmos de estrutura protelca

tripsina e quimotripsina nao contém ions metélicos complexados mas tem hgagoes dissulfeto Pontes de
hidrogénio, mteragocs cletrostaticas e interacoes hidrofébicas ocorrem na ma10r1a das protemas

A conformagao tridimensional de uma proteina é o resultado da mteragao entre todas as forcas esta-
bilizadoras. Sabe-se, por exemplo, que nio & possivel a prolina acomodar-se no interior de o-hélice e que
sua presenga pode levar uma cadeia polipeptidica a dobrar-se, terminando um segmento de a-hélice. No
entanto, a presénga de prolina nio é uma exigéncia para uma dobra em uma cadeia polipeptidica. Outros
residuos sao também encontrados em regides de curvaiura em cadeias polipeptidicas. Os segmentos de pro-
teinas nessas regides da cadeia polipeptidica e em outras regides da proteina que nao estdo envolvidas em
estruturas helicoidais ou de folha pregueada sao freqlientemente chamados de “aleatérios” ou “dobramento
aleatério”. Na verdade, as forgas que estabilizam cada proteina sdo responsaveis por sua conformacao.

A técnica experimental utilizada para determinar a estrutura terciaria de uma proteina & a cristalo-
grafia por raios X. Cristais perfeitos de algumas proteinas podem ser obtidos sob condigdes cuidadosa-
mente controladas. Nesses cristais, todas as moléculas individuais da proteina tém a mesma conformacio
tridimensional € a mesma orientacao. Cristais dessa qualidade podem ser formados somente a partir de
proteinas com um grau de pureza muito alto, e ndo € sempre possivel obter uma estrutura se a proteina
nio pode ser cristalizada. '

Quando um cristal adequadamente puro é exposto a um feixe de raios X, um padrdo de difracdo é
produzido em uma chapa fotografica (Figura 4.17a) ou em um contador de radiagio. O padrao € pro-
duzido quando os elétrons em cada dtomo da molécula dispersam os raios X. O nimero de elétrons no
Atomo determina a intensidade de sua dispersio de raios X: dtomos mais pesados dispersam mais eficien-
temente que adtomos mais leves. Os raios X dispersados a partir de atomos individuais podem reforgar -5€
ou cancelar-se uns aos outros (estabelecer interferéncia construtiva ou destrutiva), originando o padrao
caracteristico para cada tipo de molécula. Uma série de padrées de difracdo obtidos de diversos dngulos
contém as informacdes necessarias para determinar a estrutura terciaria, As informagoes sao extraidas dos
padroes de difragio mediante uma analise matematica conhecida como séries de Fourier. Milhares de calcu-
los sio necessarios para determinar a estrutura de uma proteina, e embora eles sejam feitos por computa-
dor, o processo € um tanto longo. Mejhorar os procedimentos de célculos ¢ objeto de intensas pesquisas.
Os artigos de Hauptmann e de Karle listados na bibliografia ao final deste capitulo descrevem algumas
congquistas nesse campo.

Outra técnica que suplementa os resultados da difracio por raios X comecou a ser amplamente uti-

lizada nos Gltimos anos: uma forma de espectroscopia por ressendncia magnética nuclear (RMN). Nessa
aplicagio de RMN em especial, chamada de RMN 2-D (bidimensional), grandes grupos de dados pontuais
sio sujeitos A andlise por computador (Figura 4.17b). Como na difracio por raios X, esse método uti-
liza as séries de Fourier para analisar os resultados, e se assemelha a difracdo por raios X em outro
aspecto: é um processo longo e exige uma poténcia consideravel dos computadores e apenas miligramas de
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4 HIGURA 4,17 Um grande ntimero de dados pontuais é necessirio para
determinar a estrutura tercidria de uma proteina. (a) Fotografia de difracio
por raios X da glutationa-sintetase. (b) Dados em RMN para a a-lactalbumina,
em wma vista detathada de uma porgao essencial de um espectro mais amplo.
Tanto os resultados por raios X como os de RMN s&o processados por anilise
de Fourier computadorizada. {c) A estrutura terciiria da a-factalbumina.
(Veja a Figura 4.18 para a estrutura da mioglobina como determinado pela
cristalografia por raios 3.} (b, cortesia do professor C. M. Dobson, da Universidade
C de Oxford.)

i

proteinas. Uma maneira em que a RMN 2-D é diferente da difracio por raios X é aquela que utiliza
amostras de proteina em solu¢do aquosa em vez de cristais. Esse ambiente é mais parecido com o das pro-
teinas nas células, 0 que ¢ uma das principais vantagens desse método. O método de RMN mais ampla-
mente usado na determinacgdo da estrutura protéica depende essencialmente das distdncias entre os ato-
mos de hidrogénio, fornecendo resultados independentes daqueles obtidos pela cristalografia por raios X.
O método de RMN passa por aprimoramentos constantes e vat sendo aplicado a proteinas maiores a
medida que esses aprimoramentos progridem. {

i
i
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protéica. As estruturas secundéria e tercidria de uma
proteina podem ser determinadas simultaneamente.

\

AY
NS

Mioglobina: Um Exé?ﬁpio de Estrutura Protéica

De diversas forma_§-,"'a rﬁ‘ioglobina € o exemplo cldssico de uma proteina globular. Nés a utilizaremos aqui
~como um exemplo de estudo sobre a estrutura tercidria (veremos a estrutura tercidria de muitas outras
proteinas em oufros cont‘éx_tos quando discutirmos suas fun¢des na bioguimica). A mioglobina foi a
primeira protéina cuja estrutura tercidria completa (Figura 4.18) foi determinada pela cristalografia por
raios X. A molécula completa de mioglobina consiste em uma Gnica cadeia polipeptidica de 153 residuos
de aminogcidos e inclui um gru]\o‘q prostético, o grupo heme, que também ocorre na hemoglobina. A
moléculd de mioglobina (incluindo'o grupo heme) tem uma estrutura compacta, com 0s 4tomos inter-
nos muito proximos entre si. Essa estrutura fornece exemplos de vérias forcas responsaveis pela forma
triditnensional das proteinas.
Na mioglobina, hi oito regides a-hélice e nenhuma regiao de folha B pregueada. Aproximadamente
75% dos residuos na mioglobina sio encontrados nessas regiGes helicoidais, designadas pelas letras de
A até I1. A ponte de hidrogénio no esqueleto polipeptidico estabiliza as regides de o-hélice, e as cadeias
laterais de aminodcidos também estio envolvidas nas pontes de hidrogénio. Os residuos polares estio no
lado externo da molécula, O interior da proteina contém quase exclusivamente residuos de aminoicidos
apolares. Dois residuos polares de histidina sio cncontiados 1o inierior da moiécula; eles estio envolvi-
dos nas interagbes com o grupo heme e com a ligacao de oxigénio €, assim, tém um papel importante na

Grupo heme (Fe)

B FIGURA 4.18 Estrutura da molécula de
mioglobina, mostrando o esqueleto peptidico
€0 grupo heme, Os segmentos helicoidais sio
designados pelas letras A até H. Os termos
NH; ¢ COQ" indicam as extremidades
N-terminal e G-terminal, respectivamente.
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Mioglobina: Um/&é&‘i—:@'ﬁa de Estrutura Protéica

De diversas fo/m{as, a mioglobina & o exemplo cldssico de uma proteina globular, Nés a utilizaremos aqui
como um exémplo de estﬁ‘dg sobre a estrutura tercidria (veremos a estrutura tercidria de muitas outras
proteinas em outros contextos quando discutirmos suas funcdes na bioquimica). A mioglobina foi a
primeira proteina cuja estrutura terciaria completa (Figura 4.18) foi determinada pela cristalografia por
raios X. A molécula completa de mioglobina consiste em uma tnica cadeia polipeptidica de 153 residuos
de aminoacidos e inclui um grupo prostético, o grupo heme, que também ocorre na hemoglobina, A
molécula de mioglobina (incluindo o grupo heme) tem uma estrutura compacta, com os atomos inter-
nos muito préximos entre si. Essa estrutura fornece exemplos de varias forcas responsaveis pela forma
tridirnensional das proteinas. '

Na mioglobina, h4 oito regides a-hélice e nenhuma regiio de folha p pregueada. Aproximadamente
75% dos residuos na mioglobina sio encontrados nessas regides helicoidais, designadas pelas letras de
A até H. A ponte de hidrogénio no esqueleto polipeptidico estabiliza as regides de a-hélice, e as cadeias
laterais de aminodcidos também estdo envolvidas nas pontes de hidrogénio. Os residuos polares estdo no
lado externo da molécula. O interior da proteina contém quase exclusivamente residuos de amino4cidos
apolares. Dois residuos polares de histidina sdo encontrados no interior da molécula; eles estio envolvi-
dos nas interagées com o grupo heme e com a ligacio de oxigénio e, assim, tém um papel importante na

B FIGURA 4.18 Estrutura da molécula de
mioglobina, mostrando o esqueleto peptidico
€ o grupo heme. Os segmentos helicoidais sio
designados pelas letras A até H. Os termos
NH, e COO- indicam as extremidades
N-terminal ¢ C-terminal, respectivamente.
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funcao da molécula. O grupo heme planar cabe em um bolsdo hidrofébico na por¢ao protéica da
molécula € € mantido na pd‘sigéo por atragdes hidrofobicas entre o anel porfirinico do grupo heme € as
cadeias laterais apolares da proteina. A presenca do grupo hieme afeta drasticamente a conformagio do
polipeptideo: a apoproteina (a cadeia polipeptidica soii/nha, sem o grupo prostético heme) nido se dobra
tdo fortemente quanto a molécula completa, o

Q grupo heme consiste em um ion metélicg,"é Fe(ll), e uma por¢do organica, a protoporfirina IX
(Figura 4.19}. (A notacdo Fe(Il) é preferivel a Fe?* quando os fons metélicos ocorrem em complexos.) A
por¢ao de porfirina € composta por quatro/anels de cinco dtomos com base na estrutura do pirrol. Esses
quatro anéis estdo ligados por pontes de- grupos metino (-CH=) para formar uma estrutura planar qua-
drada.”O lon Fe(Il} tem seis sitios de coordenagao e forma seis ligacdes metal-ion complexantes. Quatro
dos seis sitios sao ocupados pelos ; ifomos de nitrogénio dos quatro anéis de tipo pirrélico da porfirina
para fornecer o grupo heme completo A presenca do grupo heme é necessaria para que a mioglobina se
ligue ao oxigénio. Ve

O quinto sitio de coordenagao do fon Fe(ll) é ocupado por um dos dtomos de nitrogénio da cadeia
lateral imidazdlica do remduo de histidina F8 (o oitavo re51duo no segmento helicoidal F). Esse residuo €
um dos dois situados no interior da molécula. O oxigénio & ligado ao sexto sitio de coordenagio do
ferro. O quinto e o sexto sitios de coordenacio estdo em posigdes perpendiculares e em lados opostos ao
plano do anel porfirinico. O outro residuo de histidina no interior da molécula, o residuo E7 (o sétimo
residuo no segmento helicoidal E), estd no mesmo lado do grupo heme em que se liga o oxigénio
(Figura 4.20). Essa segunda histidina ndo é ligada ao ferro ou a qualquer parte do grupo heme, mas age
como um portio que abre ¢ fecha quando o oxigénio entra no boelsdo hidrofébico para se ligar ao heme.
A histidina E7 inibe de forma estérica o oxigénio de se ligar perpendicularmente ao plano do heme, com
ramificagoes biologicamente importantes. A afinidade do heme livre com o monéxido de carbono (CO)
é 25.000 vezes maior que com o oxigénio. Quando o monéxido de carbono & for¢ado a se ligar em um
dngulo na mioglobina por cauda do bloco sérico da His E7, sua vantagem sobre o oxigénio cai em duas
ordens de magnitude (Figura 4.21). Isso protege contra a possibilidade de que tragos de CO produzidos
durante o metabolismo ocupem todos os sitios de ligacdo ao oxigénio nos hemes. Mesmo assim, ¢ CQ é
um veneno poderoso em grandes quantidades por causa do seu efeito na ligagdo do oxigénio 4 hemoglo-
bina e na etapa final da cadeia transportadora de elétrons (Secdo 20.5, Volume 3).
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A FIGURA 4.19 A estrutura do grupo heme. Quatro anéis pirrélicos sao unidos por grupos de ligacio para formar um anel porfirinico

. - 200 grupo heme. 2 o P POr Brupos 4 pacao pe L umn anet p
planar. Diversos anéis porfirinicos isoméricos sio possiveis dependendo da natureza e do arranjo das cadeias laterais. O isbmero da
porfirina encontrado no heme & a protoporfirina IX. A adicao de ferro 4 protoporfirina IX produz o grupo heme.
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B FIGURA 4.20 O sitio de ligagio do oxigénio na
mioglobina. C anel porfirinico ocupa quatre dos seis
sitios de coordenacio do Fe(I). A histidina F8 (His F8)
ocupa o quinto sitio de coordenacio do ferro (veja o
texto). O oxigénio esta ligado no sexto sitio de
coordenacio do ferro, e a histidina E7 fica proxima ao
oxigénio. (Leonard Lessin/ Waldo Feng/ M. Sinai CORE.}

His E7 é His E7 CI:
— N\ N \\
= | en
' HC HGC

P FIGURA 4.21 O oxigénio ¢ 0 moné- \E \g
xido de carbono em ligagio com o grupo . 0
heme da mioglobina. A presenca da O
histidina E7 forca um dngulo de 120° &

comn rela¢io ao oxigénio ou ao CO.

His Fsgj}

(a) Heme livre (b) Complexo Mb:CO {c} Oximioglobina
com imidazo!

Na auséncia\; da proteina, o ferro do grupo heme pode ser oxidado a Fe(Il); o heme oxidado nio se

ligard ao oxigénio. Assim, a combina¢io do heme com a proteina é nésessiria para ligar 0 O, para

armazenar oxigénio. . :
& v ijklm&x o 9}1(:{3,%‘_::»6;3,? D33y G‘w&%”%“m@‘"‘ Qo rNoenagy doy, axknobioosne s
Desnaturacao e Renaturacl (2%, 3% 42 ot ¢
As M@@es nao-covalentes que mantém a estrutura tridimensional de uma proteina sao fracas, e por
iss0 ndo surpreende o fato de que elas possam ser rompidas facilmente, O desdobramento de uma pro-
teina é chamado desnaturacio. A redugao de ligacdes dissulfeto (Seca

0 3.5} leva a desorganizacio ainda
L sa . - - . - . ~ u
maior da estrutura tercidria. A desnatura¢io e a reducio das ligacbes dissulfeto sio freqlientemente
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combinadas quando se deseja o rompimento compieto da
estrutura tercidria das proteinas. Sob condigoes experimentais
adequadas, a estrutura desfeita pode, entio, ser completa-
mente recuperada, Esse processo de despaturagdo e renatu-
racio é uma demonstracio drastica da relagao entre a estru-
> tura primdria da proteina e as forcas que determinam a
estrutura tercidria. Para diversas proteinas, varios outros Ribonuclease nativa
fatores sio necessirios para a renaturacao completa, mas o Coomiilisimmtocyst
ponto importante € que a estrutura primdria determina a es-

trutura terc1ar1a O e

A estrutura priméria de uma proteina contém
todas as informagbes necessarias pata especificar
a estrutura terdéria.

Uma delas & ¢_caldr. Um aumento na temperatura&or
yibracoes no interior d é
pode tornarse grande o suficiente para des

Em extremos, de LH tanto altos como baixos, pelo

e

menos algumas cargas da proteina estao faltando e, assim, Uréia 8M e

p-mercaptoetanok

_interacoes. ctrostaticas, . estabilizariam, a
forma funcional nativa da proteina, sac asﬂcamenvgg reduziz
a esnaturg{g‘w A ligacéo de detergentes, como © Ribonuclease

dodecil sulfato dé sodio (S S) também desnatura as protei- desnaturada reduzida

nas. Os detergentes tendem a desfazer as. interacoes. hidro-
_fobicas, Se um detergente possui carga, ele poderad também
desfazer as.interacoes, eletrostiticas. no interior da proteina.
Outros reagentes, cOmo a uréia € 0 hidrocloreto de_guanidina,
formam pontes de hidrogénio com a proteina que sio mais
fortes que aquelas dentro dela. Esses d01s reagentes também
podem  desfazes a5, praucamente da
mesma forma que os detergentesm(Flgura 4.29). ™ dersnousens
Q pB-mercaptoetanol (HS-CHy—CHg- OH) é frequientemente
utilizado para reduzir ligagoes dissulfeto para dois grupos sul-
fidrila. A uréia normalmente é adicionada & mistura da reacdo
para facilitar o desdobramento protéico e aumentar a acessibili--

I

Seiirctntils] W

dade de dissulfeto ao agente redutor. Se as condigbes experi- Remogdo de uréiae fo f
do f-mercaptoetanol 5
mentais forem selecionadas de modo adequado, a conformagao .
nativa da protema poderd ser recuperada quando o mer- Oxidagiio pelo ar dos :
1 7 id B 4. grupos sulfidrila da b
captoetanol € a uréia forem removidos (Figura 4.23). Experi- mibonuctease reduzida
L s, ™)
A ", e }'l's ;
g.— ® - 1 Wiflﬁ; i
-1 { i
E e N ] NV .
") ‘ff i Nf\f o
2 é}é !‘j -5 N r . ,:
J,-gt- . _é
Nl Ribonuclease nativa
vﬁa-s. .
* . & FIGURA 4.23 Desnaturagio e renaturagao na
Nativa Desnaturada ribonuclease. A proteina rihonuclease pode ser
completamemc desnaturada pela acio conjunta da
uréia e do mercaptoetanol. Quando as condigoes
A FIGURA 4.22 A desnaturacio de uma proteina. A conformagdo nativa pode de desnaturagio sio retiradas, a atividade protéica
ser recuperada quando as condicbes para desnaturagio 520 removidas. é recuperada,
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rada — incluindo a redugdo de dissulfeto — e sua conformagio nativa pode ser recuperada posteriormente.

\ A
B -

PLG :?\'/\?@demas Prever o Dobramento Protéico a Partir da Segliéncia? ]

b
\\

Uma vez qu\é 2 seqiiéncia de aminodcidos determina a estrutura tridimensional de uma pqpéeina, éurge
naturalmente uma questio: “Podemos prever a estrutura tercidria de uma proteina se con‘hécf:emos a sua
sequiéncia de aminoacidos?”. A resposta é que podemos, mas com limites. As técnicas modernas de com-
putagdo facilitam bastante a operacio, que exige o processaménto de grandes quantidades de infor-
magao. O encontro entre a bioquimica e a computacio originou o campo promissor da bioinformatica.
A previsio da estrutura protéica € uma das principais aplicacoes da 'bioinforp'iﬁtica. Outra importante
aplicagio € a comparacio de seqiiéncias de base nos 4cidos nucléicos, um fépico que discutiremos no
Capitulo 14 (Volume 2), com outros métodos para trabalhar com écidog_.r}jl‘éléicos. ‘

O primeiro passo para prever a arquitetura protéica € a busca em bancos de dados de estruturas
conhecidas pela homologia seqiiencial entre a proteina cuja s

estrutura seri determinada e as proteinas de arquitetura co- { Mh_sv;;"z:‘;cia %‘i
nhecida, em que o termo homologia se refere 3 semelhanca. ) ] protéica {
entre duas ou mais seqiiéncias. Se a seqiéncia da protefna M e
conhecida for semelhante o suficiente 4 da proteina séndo I
estudada, torna-se o ponto de partida para a modelqgé;rgxéom— " Buscar em. ﬂw“}
parativa. O uso de algoritmos de modelagem que/,eé/m‘f)aram eS;E:E:agi Szﬁ:i?;s J
a proteina em estudo com as estruturas conhecidas leva a - P ——
previsio de uma estrutura. Esse método é ma,is"},it’i‘l quando a l
homologia seqiiencial &€ maior que 25 a 30% Se a homologia (* Sequiéncia homéloga )

de estrutura
fonhecida encontrada:’j

4 Nio Previsio ]

sequencial for menor que 25 a 30%, outi}?\s‘/ abordagens sio .
_mais fteis. Os algoritmos de reconhecim,e@té de dobra permitem Sim
a2 comparacdo com 05 motivos cor},}}"eéidos de dob_raménto
comuns 4 maioria das estruturas. sécunddrias. Vimos varios Modelagem
desses motivos na Secio 4.3 Aqm hia uma aplica(;io dessas [ comparativa

de novo

informagées. Outro método & a previsdo de novo, com base nos H R m:’\mr

primeiros principios da quin_‘iiéa, da biologia e da fisica. Esse Reconhecimento»}

método também pode originar as estruturas subseqiiente- ' de dobra j

mente confirmadas pf_;l:} "i:ristalograﬁa por raios X. O fluxoe- ' H_MWI'IM&—”N@

grama na Figura 4.24 triostra como as técnicas de previsao uti-

lizam as informag@eé/éxistentes nos bancos de dados. A Figura Dobra prevista

4.25 mostra uma Comparagio entre as estruturas previstas de com sucesso?

duas proteinas (‘gado direito) pard"a proteina de reparo do DNA ) [ sim R

MuiS e a profeina bacteriana HI0817. As estruturas do cristal PR S :

das duas Br’/-éinas sao mostradas d esquerda. L ‘ 'L tricﬁ?g::f;;anal ) - )
Umd/ considerivel quantidade de informacdes sobre ' : da proteina

Seqiié/}cﬁas e arquitetura de proteinas esta disponivel na
interfiet. Um dos recursos mais importantes é o Protein A FIGURA 4.24 Fluxograma mostrando o uso de
Dgta Bank, operado sob patrocinio do Research Collabora-  informagdes existentes em bancos de dados para

L . B prever a conforinacio protéica. (Cortesia de Rob
dory for Structural Bioinformatics (RCSB). Seu URL é Russell, EMBL)
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http:/ /www.rcsb.org/ pdb. Esse site, que contem diversos sites espelhados ao redor do mundo, é o Unico
panco de informacoes estruturais sobre moléculas grandes. Ele inclui materiais sobre acidos nucléicos,
assim como sobre proteinas. Sua pagina inicial tem um botdo com links direcionados especificamente a
aplicagées educativas. RS
%#\ { a‘f—?! o —.?_L.\_-\:\%C‘\E!’
0 | ,
N \ Estabelecelse que O agente causador da doenga da vaca formas :_altemauvas. Essas folhas [} pregueadas nas proteinas
)" " louca, assim como das doencas relacionadas scrapie em ove- anormais lnterage de proteina e for-..
xwf;f-’ lhas e a encefalopaga espongiforme (kuru e doenca de _mpam..placas, Insoluvels,fato tambe obs¢rvado no mal de
CreutzfeldtJakob) no humanos, € uma pequena {28 kD) f_}.j_;he;mg_r. Prions anormais ingeridos utilizam macrdfagos
Ry proteina chamada prion. : do sisterna imunolégico para viajar pelo corpo até entrarem
Q\}T adassNasime celul 0% em contato com o.tecido NErvoso. Entio, propagam-se para
/ o5 nervos até atingirem o cérebro. i
0 | Esse mecanismo foi tbpico de uma controvérsia consi- +
Nl deravel quando foi proposto pela primeira vez. Varios
- " cientistas esperavam a descoberta de que um virus de
anormal [ ca  agdo lenta fosse a causa principal dessas doengas neu- |-
Wip,édﬂ ser prop ada no wp;vg'pido nervoso. A scrapee € con‘he- rologicas. Ag;‘s};;:;_ct‘%liﬁg‘%de a lais doencas pode ser her- E},
cida anos, mas nao se sabia que ela cruzava fronteiras dada, portanto um CSIIO\\E_:NI} rolyim, A {on BN ) o] -
entre espécies. Entao, foi mostrado que o surto da doenga  era esperado. Alguns chegaram” a ponto de falar. em
da vaca louca apareceu depois da inclusio de restos de ove- “heresm” _g:juando Sia r recebe i s
|has na alimentagdo do gado. Sabe-se atualmente que comer _Nobél:‘de Medicin: X i :
carnc contaminada de animais corn a doenca da vaca louca | Agora, parece gqu § para tal suscetibilidade :
pode causar a encefalopatia espongiforme, agora conhecida 2 forma incorreta existem em todos 6s vertebrados, origi- i
como uma nova varjante d doenca .de CreutzfeldtJakob, nando o padrio de transmissio da doenca observado, mas : F
:  muitos individuos com essa suscetibilidade genética nunca
desenvolvern a doenca se nio entram em contato com
prions anormais de outra fonte. Veja os artigos de Fergu-
son ¢ de Peretz na bibliografia deste capitulo.
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Os resultados da previsio estrutural utilizando os métodos discutidos nesta secao também estio
disponiveis na internet. Um dos URLs mais viteis € http:// predictioncenter.llnl.gov/ caspb. Outras
excelentes fontes de informagio estio disponiveis por meio do National Institutes of Health (http://
pubmedcentral.nih.gov/ tocrender.fegi?iid=1005 e http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov), e do servidor do ExPASy

(Expert Protein Analysis System), em http:// us.expasy.org.

» Chaperonas de Dobramente Protéico

proteina do choque térmico (Heat-Shock Protein)] a 70.000 MW), que sao protefnas produzidas em
E. coli cultivada acima das temperaturas ideais. As chaperonas existern em organismos de procariotos até
humanqs € seus mecanismos de a¢io estio sendo estudados atualmente {consulte o artigo de Helfand na
bibliografia deste capitulo). Nos tltimos anos, tornou-se evidente que a dindmica do dobramento protéico
¢ crucial para o funcionamento da proteina in vivo. O quadro Conexées Bioquimicas da pégina anterior
descreve um exemplo particularmente impressionante da importincia do dobramento protéico.

’ 4.7 I O que E a Estrutura Quaternaria das Proteinas? _I

Cada cadeia é chamada de subunidade. O numero de cadeias pode variar de duas a mais de 12, e as
cadeias podem ser idénticas ou diferentes, Alguns exemplos que ocorrem normaimente sio dimeros,
trimeros e tetrdmeros, consistindo em duas, trés e quatro cadeias polipeptidicas, respectivamente
(0 terme genérico para tal molécula, composta por um pequeno nimero de subunidades, é oligbmero).
As cadeias in teragem entre si de forma nio-covalente via atragoes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e
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Como resultado dessas interagdes néo~cov5¥éﬁtes, mudangcas sutis na estrutura de um sitio em uma
molécula protéica podem causar alteracdes drasticas nas propriedades em um sitio distante. As proteinas
que exibem essa propriedade sao chamadas alostéricas. Nem todas as proteinas com diversas subunidades
tém efeitos alostéricos, embora muitas o apresentem.

Uma ilustracio classica da estrutura quaterndria das proteinas e de seu efeito nas propriedades mole-
culares é uma compara¢do entre a hemoglobina, uma proteina alostérica, e a mioglobina, que & com-
posta por uma tinica cadeia polipeptidica.

Faihe

e S

S Hemoglobina
A hemoglobina é um tetr mf;r’(/)/, que consiste em quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias o e duas
| cadeias B, (Figura 4.26). (N s proteinas oligoméricas, os tipos de cadeias polipeptidicas sdo designados
por letras gregas.) As duags-’c/:adei\as o da hemoglobina sdo idénticas, assim como as duas cadeias f. A estru-
tura geral da hemoglobina é oy na notagio de letras gregas. Tanto as cadeias @ como as f da hemoglo-
bina sdo muito sen}_e‘l'hantes 4 cadeia da mioglobina. A cadeia o tem 141 residuos de comprimento € a
cadeia [, 146. P@r—é’ comparagio, a caa‘eia da mioglobina tem 153 residuos de comprimento. Sequéncias de
aminoécidoslﬁiéf’cadeia a, da cadeia ff ¢\da mioglobina sio homélogas, isto &, os mesmos residuos de ami-
noécido estio nas mesmas posi¢des. O grupo heme é o mesmo na mioglobina € na hemoglobina.
Ja vimos que uma molécula de mioglobina liga-se a uma molécula de oxigénio. Quatro moléculas
de oxigénio podem, portanto, ligar-se a uma molécula de hemoglobina. Tanto a hemoglobina como a
mioglobina se ligam ao oxigénio de forma reversivel, mas a ligacdo de oxigénio & hemoglobina mostra
cooperatividade positiva, o que ndo ocorre na mioglobina. Cooperatividade positiva significa que, quando
uma molécula de oxigénio & ligada, fica mais facil para a préxima molécula se ligar. Um grafico das pro-
priedades de ligagdo de oxigénio da hemoglobina e da mioglobina € uma das melhores formas de ilustrar
. esse fato (Figura 4.27).
Quando o grau de saturagio da mioglobina com o oxigénio & tragado com relagio 4 pressao de
oxigénio, observa-se um crescimento constante da curva até que a saturacio completa seja atingida e a

Grupo heme (Fe)

_ &
P FIGURA 4,26 Estrutura da hemo-
globina. A hemoglobina (ayp,} € um
tetrimero que consiste em quatro
cadeias polipeptidicas (duas cadeias o
‘e duas ).
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2 curva se torne nivelada. A curva de ligacio de oxigénio da mio-
globina &, assim, chamada de hiperbélica. Por sua vez, o formato
da curva de ligagio do oxigénio na hemoglobina ¢ sigmoidal.
Essa forma indica que a ligacio- da primeira molécula de
oxigénio facilita a ligacio da segunda, que facilita a ligacio da
terceira, que, entdo, facilita a ligagdo da quarta. E exatamente
is30 0 que o termo “ligacio cooperativa” quer dizer, No entanto,
observe que, embora 2 ligacio cooperativa signifique que ligar
cada oxigénio subseqlente seja mais ficil que ligar o anterior, a
curva de ligagdo ainda é mais baixa que a da mioglobina em

L0+

Grau de saturacio
o
o
]

0 MRS qualquer pressio de oxigénio. Em outras palavras, em qualquer
@ 10 20 30 40 50 pressdo de oxigénio, a mioglobina terd uma porcentagem de
Pressdo de Oy (p04 em torr) ' - . . :
saturacao mais alta que a hemoglobina.

A FIGURA 4.27 Comparagio entre os Oﬂs dois tipos de comportamento também sio relacm-nados
comportamentos de ligacio de oxigénio da as funcdes dessas proteinas. A mioglobina tem a funcio de

mioglobina ¢ da hemoglobina. A curva da c oA p oo
ligagio de oxigénio da mioglobing & darmazenar oxigénio no musculo. Ela deve ligar s¢ fortemente ao
hiperbolica, enquanto a da hemoglobina & oxigénio em pressoes mmito baixas e, entao, torna-se 50% saty-
sigmoidal. A rioglobina é 50% saturada com - . .
oxigénio a prossio parcial de | torr: a rada em uma pressio parcial de oxigénio de 1 torr. (O torr é

hemoglobina nio atinge a saturacio de 50% até uma unidade de pressio amplamente utilizada, mas nio é uma
que a prossao parcial de oxigénio atinja 26 torr unidade do SIL. Um torr é a pressdo exercida por uma coluna de

mercario com 1 mm de altura a 0 °C. Uma atmosfera & igual a

760 torr.) A funcio da hemoglobina é fransportar oxigénio, € ela
deve poder tanto ligar o oxigénio fortemente como libera-lo facilmente, dependendo das condicdes. Nos
alvéolos pulmonares (onde a hemoglobina deve ligar-se ao oxigénio para transportilo aos tecidos), a
pressdo de oxigénio € de 100 torr. A essa pressao, a hemoglobina esti 100% saturada de oxigénio. Nos
capilares de misculos ativos, a pressio de oxigénio é de 20 torr, o que corresponde a menos de 50% de
saturacao da hemoglobina, que ocorre a 26 torr. Em outras palavras, a hemoglobina libera oxigénio facil-
mente nos capilares, onde a necessidade de oxigénio &€ muito grande. -

Mudangas estruturais durante a ligacdo de moléculas pequenas sao caracteristicas de proteinas
alostéricas, como a hemoglobina. Esta tem estruturas quaterndarias diferentes nas formas ligada (oxige-
nada) e nao ligada {(desoxigenada). Na hemoglobifla oxigenada, as duas cadeias f sido muito mais proxi-
mas entre si do que na hemoglobina desoxigenada. A mudanca € tao marcante que as duas formas da
hemoglobiria possuem estruturas cristalinas diferentes (Figura 4.28),

Mudangas Confermacionais que Acompanham a Funcdo da Hemoglobina

Outros ligantes estio envolvidos nos efeitos cooperativos quando o oxigénio se liga & hemoglobina. Tanto
o H" como.o CO,, que também se ligam & hemoglobina, afetam a afinidade dela pelo oxigénio,
alterando a estrutura tridimensicnal da proteina de forma sutil, mas importante. O efeito do H* (Figura
4.29) é chamado efeito Bokr, em homenagem a seu descobridor, Christian Bohr (pai do fisico Niels Bohr).
A capacidade da mioglobina de ligarse a0 oxigénio néo & afetada pela presenca de H* ou de CO..

. Um aumento. na concentragio de H* (isto €, uma redugio do pH) diminui a afinidade da hemoglo-
bina por oxigénio. O aumento do H* causa a protonagao dos principais aminoacidos, incluindo os N-ter-
minais das cadeias ¢ e a His'*® das cadeias B. A histidina protonada € atraida para - e estabilizada por —
uma ponte salina para a Asp%. Isso favorece a forma desoxigenada de hemoglobina. Um tecido metaboli-
camente ativo, que requer oxigénio, libera H*, acidificando, assim, seu ambiente. A hemoglobina tem
uma afinidade menor pelo oxigénio nessas condicOes ¢ libera oxigénio onde é necessirio (Figura 4.30).
As prbpriedades acido-basicas da hemoglobina afetam — e sio atetadas por - suas propriedades de ligacdo
do oxigénio. A forma oxigenada da hemoglobina é um 4cido mais forte. (tem pK, menor) que sua forma
desoxigenada. Em outras palavras, a hemoglobina desoxigenada tem maior afinidade pelo H* que a
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B FIGURA 4.28 Estruturas da
(a) desoxiemoglobina e

(b) oxiemoglobina, Observe as v . & et
movimentacbes das subunidades Ko . W S Y £, 3 f,ﬁfs‘ AR
umas em relacio ds outras. Hi muito T i Y # L @/ Wea
menos espago livre no centro da 3
oxiemoglobina. { Hustragdo por Irving
Geis. Direitos de propriedade do Howard
Eughes Medical Institute. Néo pode ser
reproduzida sem aulorizagds.}
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L : ' : : 4 FIGURA 4.29 Caracteristicas gerais
+ “Tecido metabolicamente. N ] . 7(‘;02 do efeito Bohr. Em tecido metabolica-

tive (como o mtisculs) SR mente ativo, a hemoglobina libera
- — e O, £ Hb . oxigénio eJiga-se ao CO, e ao H*.
vl IMémares. v .. N Nos pulmaes, a hemoglobina libera
¥ 0_.'}1}1!11;911_31?@3 ' H COy e HY ¢ liga-se ao oxigénio,

forma oxigenada. Assim, as mudancas na estrutura quaterndria da hemoglobina po'dem modular o tam-
ponamento do sangue por meio da prépria molécula de hemoglobina.

A'Tabela 4.1 resume as caracteristicas importantes do efeito Bohr. o

Grandes quantidades de CO, sio produzidas pelo metabolismo. O CO,, por sua vez, forma o 4cido
carbonico, HyCO,. O pK, do H,CO, é 6,35; o pI normal do sangue é 7,4. Como conseqiiéncia, cerca dc
90% do CO, dissolvido estario presentes como fon bicarbonato, HCO3, liberando H*. (A equacio de
Henderson-Hasselbalch pode ser utilizada para confirmar esse fato.) O sistema de tamponamento in vivo
envolvendo o HyCO; e 0 HCO; no sangue foi discutido na Se¢do 2.6. A presenca de majores quantidades
de H* como resultado da producio de CO, favorece a estrutira quaterndria caracteristica da hemoglo-
bina desoxigenada. Portanto, a afinidade da hemoglobina por oxigénio & reduzida. O HCO; é trans-
portado até os pulmdes, onde se une ao H* liberado quando a hemoglobina & oxigenada, formando
HyCO;. Por sua vez, o HyCO, libera COy, que &, entio, exalado. A hemoglobina também transporta
algum CO, diretamente. Quando a concentracao de CO, & alta, ela se combina aos grupos amina livres
para formar carbamato:

R-NHj, + CO, =* R-NH-COO- + H*

100+

80
o .
g <{ FIGURA 4.30 Curvas de-
E saturagdo de oxigénio para a
2 4 P
8 60 mioglobina e a hemoglobina em
o cince valores diferentes de pH.
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Essa reac¢do transforma os terminais c-aminas em anions, que,
entio, podem interagir com a cadeia o Arg'!, também estabi-
lizando a forma desoxigenada.

Na presenca de grandes quantidades de H* ¢ CO,, como
no tecido respiratério, a hemoglobina libera oxigénio. A pre-
sen¢a de grande quantidade de oxigénio nos pulmoes reverte
o processo, fazendo que a hemoglobina se ligue ao O,. A he-
moglobina oxigenada pode, entdo, transportar oxigénio aos
tecidos. O processo € complexo, mas permite um ajuste pre-
ciso do pH, assim como dos niveis de COy e O,.

A hemoglobina no sangue também estd ligada a um
outro ligante, o 2,3-bisfosfoglicerato (BPG) (Figura 4.31),
com efeitos drasticos em sua capacidade de ligagdo com o
oxigénio. A ligagio do BPG a hemoglobina & eletrostatica;
ocorrem interagdes especificas entre as cargas negativas do
BPG e as cargas positivas da proteina (Figura 4.32). Na pre-
senca de BPG, a pressao parcial na qual 50% da hemoglobina
se liga ao oxigénio é de 26 torr. Se ndo houvesse BPG no
sangue, a capacidade de ligagdo ao oxigénio da hemoglobina
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B~ FIGURA 4.32 Ligacio do BPG 4 desoxiemo-

globina, Observe as intera¢des eletrostaticas entre o

BPG e a proteina. (flustragdo por Irving Geis. Diveitos de

propriedade do Howard Flughes Medical Institute. Néo pode

ser reproduzida sem autorizagdo.)
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A FIGURA 4,31 A estrutura do BPG
(2,3-bisfosfoglicerato), um importante efetor
alostérico da hemoglobina.
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A FIGURA 4.33 Comparagio entre as
propriedades de ligacio de oxigénio da
hemoglobing na presenca e na auséicia de
BPG. Observe que a presenca de BPG
reduz acentuadamente a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio. '
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Grau de saturagio

0
0

Pressdio de Oy (04 em torr)

& FIGURA 4.34 Comparacio enire a
Capacidade de ligacio de oxigénio das ~
hemoglobinas fetal ¢ materna.

A hemoglobina fetal Hgase menos
fortemente ac BPG e, conseqiientemente,
tem maior afinidade pelo oxigénio que a
hemoglobina materna,
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seria muito maior (50% da hemoglobina ligada ao oxigénio ao
redor de 1 torr), e pouco oxigénio seria liberado nos capilares.
A hemoglobina “purificada”, que & isolada do sangue e da qual
0 BPG endégeno foi removido, exibe esse comportamento
(Figura 4.33). :

O BPG também tem papel no suprimento de oxigénio para
o feto em crescimento. O feto recebe oxigénio da corrente
sangiinea da mie via placenta. A hemoglobina fetal (Hb F) tem
maior afinidade pelo oxigénio que a hemoglobina materna, o
que permite a transferéncia eficiente de oxigénio da mie para
o feto (Figura 4.34). Duas caracteristicas da hemoglobina fetal
contribuem para essa maior capacidade de ligagdo de oxigénio.
Uma ¢ a presenca de duas cadeias polipeptidicas diferentes. A
estrutura da subunidade da Hb F & agy,, em que as cadeias p da
hemoglobina adulta (Hb A), 2 hemoglobina normal, foram subs-
tituidas pelas cadeias y, que tém estrutura semelhante, mas nio

idéntica. A segunda caracteristica é que a b F se liga menos

fortemente a0 BPG que a Hb A. Na cadeia p da hemoglobina
adulta, 2 His'*® forma uma ponte salina até o BPG. Na hemoglo-
bina fetal, a cadeia y tem uma substitui¢io de aminoicido, de
uma serina para a His'*®, Essa mudan¢a de um aminodcido car-
regado positivamente para um neutro diminui o niimero de con-
tatos entre a hemoglobina e o BPG, reduzindo efetivamente o
efeito alostérico o suficiente para dar 3 hemoglobina fetal uma
curva de ligacdo mais alta que a da hemoglobina adulta.
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Resumo

1

4.1 Como a Estrutura das Proteinas Deter-
mina Sua Fungdo? A estrutura das proteinas & com-
plexa, com poucas estruturas regulares dbvias. Diversas confor-
macdes tridimensionais s#o possiveis para as proteinas, mas
apenas uma, ou no miximo poucas, (&m atividade biologica -
essas sio chamadas de conformagdes nativas. Para facilitar a
determinagio da estrutura, é costume definir quatro niveis de
organizagio.

4.2 © que E a Estrutura Primaria das Protei-
nas? A estrutura primdria.é.a ordem na qual os aminodcidos
se unem de forma covalente. A estrutura pnmana iz de uma pro-
teina pode ser determinada por métodos quimicos. A sequén-
cia de aminodcidos (estrutura primdria) de uma proteina de-
terrnina sua estrutura tridimensional, o que, por sua vez,
determina suas propriedades. Um exemplo notivel da
importincia da estrutura primdria & a anemia falciforme, uma
doenga causada pela mudangca de vm amingicido em duas das
quatro cadeias da hemoglobina,

4.3 0 que E a Estrutura Secundaria das Pro-
feinas? A estrutura secundiria é o arranjo espacial do
esqueleto mantido por pontes de hidrogénio, a cadeia polipep-
tidica. Alguns dos arranjos de esqueleto mais importantes sio a
w-hélice, a folha B pregueada e a volta B. Elas podem ser com-
binadas de diversas formas para produzir motivos estruturais

que ocorrem em virias proteinas.

4.4 O que Podemos Dizer sobre a Termodi-
namica do Dobramenio Protéico? Os niveis de
ordem mais elevada da estrutura (secundirio e tercidrio)
dependem principalmente de interagdes nao-covalentes,
incluindo pontes de hidrogénio, intera¢des hidrofdbicas, inte-
ragoes eletrostiticas e formacao de complexos de ions metili-
cos. As interagdes hidrofébicas, que dependem da entropia
desfavoravel da dguaz que envolve solutos apolares de hidra-
tagio, sio particularmente 1mportantes para determinar o do-
bramento protéico.

4.5 0 que E a Estrutura Terciaria das Protei-
nas? A estrutura tercidria inclui o arranjo tridimensional de
todos os itomos na proteina. As estruturas tridimensionais das
proteinas podem ser completamente desfeitas €, sob condigdes
experimentais adequadas, completamente recuperadas. Esse
processo de desnaturagdo ¢ renaturagio € um exemplo impres-
sionante da relagdo entre a estrutura priméria da proteina e as
forcas que determinam a estrutura tercidria. As estruturas
secundéria e terciiria de uma proteina podem ser determi-
nadas simultaneamente pela cristalografia por raios X. A pro-
tefna mioglobina, armazenadora de oxigénio, foi a primeira
proteina para a qual a estrutura tercidria completa foi determi-
nada pela cristalografia.

4.6 Podemos Prever o Dobramento Protéico a
riir da Seqiiéncia? E possivel, até certo ponto, prever
utura tridithensional de uma proteina a partir de sua
ia de/émmoaados Os algoritmos por computador se
basetam /-’ duas abordagens, uma das quais € baseada na
comparigao dg seqiiéncias com as das proteinas cujo padrio
de ddbramento égonhecido. A outra abordagem se baseia nos
motivos de dobrameénto que ocorrem em diversas proteinas.

4.7 O que E a Estrutura Quaternaria das Pro-
teinas? A estrutura quaterndria & o arranjo de subunidades
em proteinas com miltiplas subunidades. As cadeias polipep-
tidicas individuais de proteinas com miltiplas subunidades
interagem entre si de forma nao-covalente. Como resultado,
mudangas sutis 114 esltulura e win sitiv da moléculs podem
causar alteragdes dristicas em propriedades de um sitio dis-
tante. As proteinas com essa propriedade sao chamadas alos-

téricas. As propriedades da proteina alostérica hemoglobina .

podem ser contrastadas com as da mioglobina, que nio &
alostérica. Na hemoglobina, uma proteina transportadora de
oxigénio, 2 ligacio de oxigénio & cooperativa (& medida que
cada oxigénio é ligado, fica mais ficil para o préximo se ligar)
¢ & modulada por ligantes como H*, CO, e BPG. A ligacio de
oxigénio 4 mioglobina nfo & cooperativa.

Perguntas Essenciais para Revisao

4.1 Como a Estrutura das Proteinas Detier-
mina sua Fun¢do?

1. Verificagdo de Fatos Associe as seguintes afirmagdes sobre
a estrutura protéica com seus niveis adequados de organi-
7a¢ao0.

(a) Estrutura primari (1) Arragjo tridirensional \:)
de todos os dtomos

2) A ordem dos residuos de

) aminoicido na cadeia 7
. polipeptidica

. (b} Estrutura secunddrt

fA intera¢ao entre as
subunidades em proteinas (‘
que consistern em mais de
uma cadeia polipeptidica
(d) Estrutura quaternaria (4) O arranjo do esqueleto
polipeptidico mantido (,
por pontes de hidrogénio

{c) Estrutura terciira

2. Verificacio de Fatos Defina desnaturagio em termos dos
seus efeitos nas estruturas secundaria, tercidria ¢ quaternaria.

%. Verificacao de Fatos Qual & a natureza da estrutura “alea-
téria” das protefnas?

4.2 0 que E Estrutura Primaria das Proteinas?

4. Pergunta de Raciocinio Sugira uma explica¢io para a
observagio de que, quando as proteinas sao quimicamente
modificadas para que as cadeias laterais especificas te-
nham uma natureza quimica diferente, elas nio podem
mais ser desnaturadas de forma reversivel.

5. Pergunta de Raciocinio Racionalize as seguintes obser-

© Yagbes:

(a} A serina € o residuc de aminodcido que pode ser subs
tituido causando menor efeito sobre a estrutura ¢ 2
fungio de uma proteina.

(b} A substituicio do triptofano causa o maior efeito
sobre a estrutura € a fun¢io de wna proteina.

(¢} Substituicdes como Lys ~» Arg e Leu — e normal-
mente tém pouquissimo efeito sobre a estrutura € 2
func¢io de uma proteina.
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6. Pergunta de Raciocinio A glicina & um aminoécido alta-
mente conservacio nas proteinas {ou seJa, é enconirado na
mesma posi¢io na estrutura priméria de proteinas rela-
cionadas), Sugira um motivo para isso ocorrer,

7. Pergunta de Raciocinio Uma mutagio que altera um resi-
duo de alanina em uma proteina para uma isoleucina leva
a perda de atividade de tal proteina. A atividade & reco-
brada quando uma outra mutagio no mesmo sitio trans-
forma a isoleucina em glicina. Por qué?

8. Pergunta de Raciocinio Um estudante de bioquimica carac-
teriza o processo de cozinhar carne como um exercicio de
desnaturagio de proteinas. Comente a validade dessa
observacio.

9. Conexdes Bioquimicas A doenca da imunodeficiéncia com-
binada severa (SCID) é caracterizada pela auséncia rotal de
um sistema imunolégico. Linhagens de camundongos com
essa doenca (que sfio predispostos a doengas causadas por
prions) quando sio infectados por PrP%, eles nio desen-
volvem essas doengas, Como esses fatos se relacionam 3
transmissdc de doencas causadas por prions?

Conexdes Bioquimicas Uma linhagem isolada de ovelhas
foi encontrada na Nova Zeldndia. A malioria delas tinha o
gene para predisposicao a scrapie, mas nenhum animal
contraiu a doenga, Como esses fatos se relacionam 3 trans-
missao de doengas causadas por prions?

4.3 O que £ Estrutura Secunddria das Proteinas?
11. Verificacdo de Fatos Cite as trés principais diferencas entre
proteinas fibrosas e globulares.

10
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12. Conexdes Bioquimicas O que é a razio de eﬁcaenc:a
protéica?

13. Conexdes Bioquimicas Que alimento tem o maior REP?

14. Conexdes Bioquimicas Quais sdo os aminoicidos essenciais?

15. Conexdes Bioquimicas Por que os cientistas estio atual
mente tentando criar alimentos geneticamente modificados?

16. Verificacio de Fatos O que s3o dngulos de Ramachandran?

17. Verificagiio de Fatos O que é uma protuberincia f?

18. Verificacio de Fatos O que & uma volta reversa? Desenhe
dois tipos.

19. Verificacio de Fatos Gite algumas diferencas entre as formas
de o-hélice e de folha § pregueada da estrutura secundaria,

20. Verificacio de Tatos Cite algumas combinagées possiveis
entre ¢-hélices e folhas B pregueadas de estruturas super-
secundarias. ‘

21. Verificagio de Fatos Por que a prolina & fregiientemente
encontrada em sitios onde a cadeia polipeptidica se curva
em wm ingulo fechado nas moléculas de mioglobina e
hemoglobina?

22. Verificagdo de Fatos Por que a glicina deve ser encontrada

. em intervalos regulares na tripla hélice do coligeno?

23. Pergunta de Raciocinio Vocé ouve o comentirio de que a
diferenca entre 1i e seda é a diferenca entre estruturas
helicoidais e a de folha pregueada. Vocé considera esse
ponto de vista vilido? Por qué?

24. Pergunta de Raciocinio As roupas de 13 encolhem quando .

lavadas em 4gua quente, mas pecas de seda, nio. Sugira
um motivo, com base nas informacées deste capitulo.

4.4 0 qgue Podemos Dizer sobre a Termeo-
dindmica do Dobramento Protéico?

25. Verificagio de Fatos Cite cinco forgas responsiveis pela
manutencdo das formas tridimensionais corretas das pro-
teinas. Especifique quais grupos na proteina estio envolvi-
dos em cada tipo de interacio.
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26. Pergunta de Raciocinio Comente sobre a energética do
dobramento protéico com base nas informagdes deste
capitulo.

4.5 O que E a Estrutura Terciaria das Proteinas?

27, Verificagdo de Fatos Desenhe duas pontes de hidrogénio,
uma que faca parte de uma estrutura secunddria e outra
que faga parte de urmna estrutura tercidria.

28. Verificacdo de Fatos Desenhe uma interaciio eletrostitica
possivel entre dois aminodcidos em uma cadeia polipep-
tidica.

29. Verificacdo de Fatos Desenhe uma ligacdo dissulfeto entre
duas cistefnas em uma cadeia polipeptidica.

Verificacio de Fatos Desenhe a regiao de uma cadeia
polipeptidica mostrando um bolsao hidrofébico que con-
tenha cadeias laterais apolares.

31. Verificacao de Fatos O que é uma chaperona?

32. Pergunta de Raciocinio Os termos configuracdo e confor
magde aparecem em descricdes de estrutura molecular,
Qual a diferenca entre eles?

Pergunta de Raciccinio Teoricamente, uma proteina pode
assumir um ndmero praticamente infinito de configu-
racbes e conformacdes. Sugira algumas caracteristicas pro-
téicas que limitem drasticamente esse niimero,

30

33
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34. Pergunta de Racjocinio Qual é o maior nivel de estrutura
protéica encontrado no coligeno?

4.6 Podemos Prever o Dobramento Protéico a
Partir da Segliéncia?
35. Pergunta de Raciocinio Voc descobriu uma nova pro-
teina, cuja seqidncia tem cerca de 25% de homologia com
a ribonuclease A. Como vocé realizaria a previsio, em vez
da determinacio experimental, de sua estrutura tercidria?

. 36. Pergunta de Raciocinio Entre no site da RCSB para o Pro-

tein Data Bank {(http://www.rcsh. org/pdb). D& uma breve
descricdo da molécula prefoldin, que pode ser encontrada
em chaperonas.

4.7 O que E a Estiutura Quaternaria das Pro-

teinas?

37. Conexdes Bioquimicas O-que & um prion?

38, Conexdes Bioquimicas Quais sio as doengas conhecidas
causadas por prions anormais?

39. Conexdes Bioquimicas Quais sio as estrutwras secunddrias
protéicas diferentes entre um prion normal e outro infeccioso?

40. Verificagio de Fatos Cite duas semelhancas ¢ duas dife-
rengas entre a hemoglobina e a mioglobina.

41. Verificacao de Fatos Quais s30 os dois aminoicidos essen-
ciais proximos ao grupo heme na hemoglobina e na mio-
globina?

42. Verificagio de Fatos Qual é o maior nivel de organizagio
na mioglobina? E na hemoglobina?

43. Verificagio de Fatos Sugira uma forma na qual a diferen-

i, ¢a entre fungoes da hemoglobina ¢ da mioglobina estd

refletida nos formatos de suas respectivas curvas de ligacio
de oxigénio,
44, Verificacio de Fatos Descreva o efeito Bohr.
45, Verificagio de Fatos Descreva o efeito do 2,3-bisfosfo-
glicerato na ligagio do oxigénio & hemoglobina.
46. Verificacao de Fatos Como a curva de ligagio de oxigénio
da hemoglobina fetal € diferente daquela encontrada na
hemoglobina materna?

47. Verificagio de Fatos Qual € a diferen¢a essencial de ami-
nodcido entre & cadeia f e a cadeia y da hemoglobina?
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48. Pergunta de Raciocinio Na hemoglobina oxigenada, pK, =
6,6 para as histidinas na posicao 146 das cadeias B. Na
hemoglobina desoxigenada, o pK, desses residuos é 8,2,
Como essa informagao pode estar correlacionada ao efeito
Bohr?

9. Pergunta de Raciccinio Vocé esta estudando com uma
amiga que estd no processo de descricio do efeito Bohr
Ela te diz que, nos pulmédes, a hemoglobina se liga a0 oxi-
génic e libera fons hidrogénio. Como resultado, o pH
aumenta. Ela também diz que, no tecido muscular meta-
bolicamente ativo, 2 hemoglobina libera oxigénio e se liga
a0 ion hidrogénio ¢, como resultado, o pH diminui. Vocé
concorda com o raciocinio dela? Por qué?

50. Pergunta de Raciocinio Como 2 diferenca entre a cadeia §
¢ a cadeia y da hemoglobina explica as diferencas na liga-
¢io de oxigénio entre a HbAeaHbF?

51. Pergunta de Raciocinio Sugira um motivo para a obser-
va¢io de que as pessoas com anemia falciforme as vezes

tém problemas de respiragdo durante vHos em grandes
altitudes.

52. Pergunta de Raciocinio Um feto homozigoto para Hb 3
tem Hb F normal? _

53. Pergunia de Raciocinio Por que a Hb Ffetal é essencial
para a sobrevivéncia de animais placentirios?

54. Pergunta de Raciocinio Por que & de esperar enconerar
alguma Hb F em adultos que sofrem de anemia falci-
forme?

55, Pergunta de Raciocinio Quando 2 desoxiemoglobina
foi isolada pela primeira vez em sua forma cristalinz, o
pesquisador notou que 0s cristais mudavam de cor, de
pirpura para vermeiho, e também de formato, en-
quanto ele os olhava ao microscopio. O que estd acon-
tecendo em nivel molecular? Dica: os cristais foram
montados em uma mina de microscopio com uma

Jaminula levemente colocada sobre ela.
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